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@ Nachweis humaner Papillomavirus-DNA In Zervix-Abstrichen. 

@ Die Erfindung betrlfft den direkten Nachweis von Humaner Papillomavirus DNA. Die vor kurzem entwickelte 
Polymerase Kettenreaktion wurde modifiziert. urn Sensitivitat und Spezifitat zu verbessern. Durch Auswahl 
geeigneter Oilgonukleotld-"Prlmer" (Amplimere) und Reaktionstemperaturen kSnnen einzelne HPV-Gene unter 
der gesamten Zell-DNA identifiziert und soweit amplifiziert warden, daB ein nicht-isotopischer Nachweis moglich 

C^lst. Zusatzlich eriaubt der Einsatz von reverser Transkription die gezlelte Amplifikation von gosplei/Jter-mRNA 

^und so den Hinweis auf pramaligne Oder maligne Zustande bzw. Liisionen. 
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Nachwels Humaner Papillomavirus DNA und Ihrer Expression in Zervix-Abstrichen 

Die Erfindung betrifft den direkten Nachweis von Humaner Papillomavirus DNA. Dabei wurde die vor 
kurzem entwickelte Polymerase Kettenreaktion (PGR; Saiki et al. (1988) Science 239. 487-491) modifiziert, 
urn Sensitivitat und SpeztfrtSt zu verbessem. Durch Auswahl geeigneter Oligonukleotid-'Primer" 
(Amplimere) und Reaktionstemperaturen konnen einzelne HPV-Gene unter der gesamten Zell-DNA identifi- 

5 ziert und soweit ampiifiziert werden, daB ein nichMsotopischer Nachweis moglich ist. Zusatzlich eriaubt der 
Einsatz von reverser Transkription die gezielte Amplifikation von gespleifiter-mRNA und so den Hinweis auf 
pramaligne.oder maligne Zustande bzw. Lasionen. 

Zwischen dem Auftreten von Zervix-Karzinomen und dem Nachweis von HPV Serotypen 16. 18. 31 und 
33 in Zervikalgewebe besteht eine starke Korrelation. Die venwandten HPV Serotypen 6 und 11 sind Im 

10 Genitaltrakt zwar auch oft vorhanden. aber mil benignen Lasionen, Genitalwarzen und Kondylomata 
assoziiert Das Genom von HPV 16 und 18 besitzt 8 offene Leseralimen ("Open Reading Frames", ORF; 
Rg. 1). L-1 und L-2 kodieren fur Strukturprotein, wMhrend die Bedeutung der anderen ORF nicht so gut 
verstanden wird. Es gibt einen starken Zusammenhang zwischen in das WIrtsgenom integrierten E6/E7- 
Regionen und der Transformation zu Malignitat. Fur den E7 ORF wurde gezeigt. daB er fOr ein in HPV- 

75 inflzierten Zellen in gro0en l\Aengen vorhandenes zytoplasmatisches Phosphoprotein kodiert Die Rolle 
dieses Proteins fUr die Transformation und Aufrechterhaltung der Malignitdt ist nicht bekannt Die E6/E7- 
Regionen werden in transformierten Zeilen stark transkribiert. Es existiert sowohl ein Transkript der 
gesamten E6/E7 Region als auch gespleifite RNA*s. Das in HPV 16 und 18 ahnliche Spleiflmuster fUhrt zu 
einem Translationsprodukt. das als E6* bezeichnet wird. (Schneider-Gadicke et al. (1988) Cancer Res. 48, 

20 2969-2974). Dieses Spleifimuster konreliert wahrscheiniich mit dem malignen Potential der HPV Viren. wie 
HPV 16. 18, 31 und 33 es aufweisen. wMhrend HPV 6 und 11 es nicht besitzen. Das gespieifite und im 
Leserahmen verschobene mRNA Transkript fOr HPV 16 bzw. HPV 18 E6* ist schematisch in Fig. 2 und Rg. 
3 dargestelit Zusatzlich ist eine fur HPV 16 gefundene. noch kleinere gesplei/3te mRNA von etwa 1.5 kb 
gezeigt. Die bisher zur Verfugung stehenden Methoden zum Virus-Nachwels, wie.beispielsweise in situ 

25 DNA-Hybrldisierung mit radioaktiv marklerten ''DNA-Prot>es" sind schwierig durchzufUhren, zeltaufwendig 
und oft nicht empfindiich genug. Das zur Amplifikation von HPV-DNA benutzte Verfahren der Polymerase 
Kettenreaktion (PGR; Saiki et al. a.a.0.) war gleichfalls nicht fur die Routine geeignet. 

Wir haben gefunden, daB zum Nachweis von HPV die Polymerasekettenreaktion vereinfacht durchge- 
fQhrt werden kann und bei Einsatz geeigneter Amplimere und darauf aisgestimmter Dimethylsulfoxid- 

30 Konzentrationen HPV nach etwa 3 Stunden aus Zervix-Abstrichen nachwelsbar ist. Dabei wurde als 
Polymerase die Taq-Polymerase eingesetzt und Temperaturen von 89*0 und 63* C bei Zykluszeiten von. 1 
Minute gewdhtt. Bei Vorschaltung eines cDNA-Syntheseschrittes mit Hilfe von reverser Transkriptase kann 
anhand der auftretenden DNA-Banden auf das Vorliegen von gespleiBter mRNA zu £6* geschlossen werden 
(Rg. 4 und Rg. 5) und damit das Vorliegen von prMmalignen bzw. malignen Uisionen wahrscheiniich 

35 gemacht werden. 

Die Erfindung betrifft folglich: 

a) ein vereinfachtes PGR-Verfahren zum Nachweis von HPV durch Wahl geeigneter Bedingungen wie 
Amplimersequenzen, Reaktionstemperaturen (bevorzugt 89*0 und 63*0). erhdhten Konzentrationen von 
Amplimeren und Deoxynukleotidtriphosphaten, kurzen Zykluszeiten von 1 bis 2 Minuten sowie Start der 

40 POR bei einer Temperatur, bei der Doppelstrang-DNA noch "geschmolzen" ist. so daiJ die Spezifitat 
wesentlich verbessert ist, 

b) wobei eine geeignete Wahl von Amplimeren den simultanen Nachweis mehrerer Virustypen (z.B. 
HPV 16, 18, 31 und 33) eriaubt und DNA Fragments von charakteristischer Lange fOr jedes einzelne Virus 
erhalten werden, die nach Agarosegelelektrophorese-Trennung und Anfarbung mit Ethidium-Bromid densito- 

45 metrisch quantifiziert werden, 

c) Vorschalten eines .Schritts zur reversen Transkription von mRNA vor die Amplifikationsreaktionen. 
um Gber den Nachweis von amplifizierter gespleifiter mRNA auf das Vorliegen von £6" zu schlieflen, wobei 
vorzugsweise Amplimere gewahit werden, die die Spleifistellen Qberspannen, wenn auf das Vorliegen von 
E6* gepruft werden soli. 

50 d) Ko-Amplifikation eines "Single-copy "-Gens (wie des humanen IL-2 Rezeptor-, B-Globin-. c-H-ras- 

Gens). zur intemen Standardisierung und zur Kontrolle, daB die Amplifikationsreaktibnen zufriedenstellend 
funktioniert haben. 

Im Fail (c) konnen Ampiimere von 14-20 Nukleotiden gewahit werden, die etwa symmetrisch die 
SplelBstelie Uberspannen, falls nur Amplifikationsprodukte der Reversen Transkriptasereaktion erhaiten 
werden sollen. En Beispiel ist der Amplimer AOAGAdG TGG. wobei der Pfeil die SpteiBstelie marklert 
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Die E6* RNA wird jedoch auch durch ihre unterschiedliche Fragmentlange nachgewlesen, wie In den 
Beispielen mit den Amplimerenpaaren 24/26 und 21/22 fUr HPV 18 bzw. HPV 16 ausgefUhrt. Das 
vorstehend am Beispiel E6* von HPV 18 bzw. HPV 16 beschriebene Verfahren ist durch Waht geeigneter 
Ampllmere allgemein einsetzbar zum Nachweis gespleiJSter mRNA. 
5 Die Erfindung ist ferner in den nachfolgenden Beispielen und Patentanspruchen beschrieben. 



Beispiel 1: Probenahme klinischer Spezimen zum HPV<DNA Nachweis und/oder E6* RNA Nachweis 



10 Nach der Applikation des Zervix Abstrichs fur die histologische Untersuchung ("pap smear") wurde der 
ubiiche Holzspatel, der das restliche Materia) enthalt, in 20 ml eiskaite Earie*s BSS-Gtukose eingetaucht (0.2 
g/l CaCl2. 0.4 gn KCU 02 g/l MgSO*. 7H2O, 6.8 g/l NaCI. 2.2 g/l NaHCOa. 0.14 g/l NaH2P04. H2O, 1 g/l 
Glukose). Nach max. 5 Std. auf Els wurde die Probe von Hand geschOttelt und der Spatel entfernt. Die 
Probe wurde be! 4*C/100 x g zentrifugiert, wobei der Mucus oben aufschwimmt. wahrend die Zellen sich 

75 auf dem Gaind des Rohrchens absetzen. Der Uberstand wurde dekantlert und der Zetl-Ruckstand einmal 
mit phosphat-gepufferter Salzt5sung gewaschen. Der Zell-RQckstand wurde bet -70* C gefroren und bis zur 
weiteren Verarbeitung gefroren aufbewahrt. 

20 Beispiel 2: Reverse Transkription 

Ein Reaktionszusatz von 5 ul Gesamtvolumen ist wie foigt zusammengesetzt: 



Puffer A (10 X) 


0.5 ul 


10 X BSA 


0.5 Ut 


Nukleosidtriphosphate (NTPs. 5 mM) 


1.0 Ui 


RNasin 


0.25 ul 


Dithiotreitol 


0.25 Ul 


Amplimer (Primer) 


0.5 Ul 


Reverse Transkriptase 


0.5 Ul 


H2O 


0.5 Ul 


Zell-Probe 


0.1 Ul 
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Puffer A (lOx) ist dabei wie folgt zusammengesetzt: 
500 mM Iris HCI pH 8.3 
70 mM MgCIa 
500 mM KCI 
^ 100 mM fi-mercaptoethanol 

10 X BSA enthalt 1 .70 mg/ml BSA in H2O 
RNasin (Promega) enthalt 40 U/ul 
Dithiothreitol ist 20 mM 

Amplimere sind in H2O in einer Konzentration von 400ug/ml enthalten. Reverse Transkriptase (Boehringer 
Mannheim) enthalt 20 - 25 U/ul. 

Der Reaktionsansatz ohne Zugabe der Ze!lprok)e wurde gemischt und per 4 ul im Eppendorfr5hrchen 
pipettiert; darauf fGgte man je 1 ul der zu untersuchenden Zellprobe hinzu. Anschlieflend wurde mit 200 ul 
Paraffinol Oberschichtet. der Ansatz 15 Sekunden auf Stufe 2 mit einem Bronson UltraschallgerSt B15 
beschallt und die Emulsion bel Raumtemperatur in der Eppendorf-Tischzentrifuge getrennt. SchlieSiich 
so folgte eine Inkubation bei 42* C fUr 10 Minuten mit anschllefiendem Reaktionsstop durch Erhitzen auf 89* C. 



Beispiel 3: Ampiifikation 

ss Em Reaktionsansatz ist aus 20 ut Ampllfikationsgemisch und 5 ul Reaktionsansatz der Reversen 
Transkriptionsreaktion bzw. entsprechend gepufferter Zellprobe gebildet, wobei das Ampllfikationsgemisch 
wie folgt zusammengesetzt ist: 
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Puffer B (10 x) 


2 m 


10 X BSA 




Deoxynukleotidtriphosphate (dNTP's, 25 mM) 


1 ii\ 


Ampiimer 


0.5 m 


Taq Polymerase 


0.4 m 


H2O 


14.3 ul 



Puffer B (10 x) ist wis foigt zusammengesetzt: 
70 mM MgCb 
500 mM KCI 

100 mM i3-mercaptoethanol 

Die Taq Polymerase (Biores) hat 5 U/ul (Andere Bestandtelle slehe Beisplet 2). 

Man gab nun 20 ul auf 89* C temperiertes Amplifikationsgemlsch zu 5 ul Probe, die ebenfalts bei 89* C 
Inkubiert wurde. Die DNA-Amplifikation wurde nun in 1-minutigen Zykiusschrltten bei 89*C/63*C durchge- 
fUhrt. wobet 25 bis 40 Zyklen in der Regel ausreichen. um HPV DNA bzw. mRNA in bis zu wenigstens 20 
Zellen nachzuweisen. 

Beisplel 4a: Auswahl der Amplimere fUr HPV 18 

1 ATTAATACTT TTAACAATTG TAGTATATAA AAAAGGGAGT AACCGAAAAC 
51 GGTCGGGACC GAAAACGGTG TATATAAAAG ATGTGAGAAA CACACCACAA 
101 TACTATGGCG CGCTTTGAGG ATCCAACACG GCGACCCTAC AAGCTACCTG E6 
151 ATCTGTGCAC ' GGAACT GAAC ACTTCACTGC AAGACAT AGA AATAACCTGT 
201 GTATATTGCA AGACAGTATT GGAACTTACA G AGGTA TTTG AATTTGCATT 
251 TAAAGATTTA TTTGTGGTGT ATAGAGACAG TATACCCCAT GCTGCATGCC 
301 ATAAATGTAT AGATTTTTAT GCTAGAATTA GAGAATTAAG ACATTATTCA 
351 GACTCTGTGT ATGGAGACAC ATTGGAAAAA CTAACTAACA CTGGGTTATA 
4 01 CAATTTATTA AT AAGGTG CC TGCGGTGCCA GAAACCGTTG AATCCAGCAG 
451 AAAAACTTAG ACACCTTAAT GAAAAACGAC GATTTCACAA CATAGCTGGG 
501 CACTATAGAG GCCAGTGCCA TTCGTGCTGC AACCGAGCAC GACAGGAACG 
551 ACTCCAACGA CGCAGAGAAA CACAAGTATA ATATTAAGTA TGCATGGACC E7 
601 TAAGGCAACA TTGCAAGACA TTGTATTGCA TTTAGAGCCC CAAAAT GAAA 
651 TTCCGGTTGA CCTTCT^TGT CACGAGCAAT TAAGCG ACTC AGAGGAAGAA 
701 AACGATGAAA TAGATGGAGT TAATCATCAA CATTTACCAG CCCGACGAGC 
751 CGAACCACAA CGTCACACAA TGTTGTGTAT GTGTTGTAAG TGTGAAGCCA 
801 GAATTGAGCT AGTAGTAGAA AGCTCAGCAG ACGACCTTCG AGCATTCCAG 
851 CAGCTGTTTC TGAACACCCT GTCCTTTGTG TGTCCGTGGT GTGCATCCCA 
901 GCAGTAAGCA ACAATGGCTG ATCCAGAAGG TACAGACGGG GAGGGCACGG 
951 GTTGTAACGG CTGGTTTTAT GTACAAGCTA TTGTAGACAA AAAAACAGGA 

Amplimer-Posltionen sind unterstrichen. 
E6*-Splei/3sequenzen sind gepunktet und unterstrichen. 

Amplimer-Sequenzen: 
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Nr. 24 (Position 167 - 186) 

AGT GAA TTC TTC GAA CAC TTC ACT GCA AGA CA 
Nr. 26 (Position 667 - 686) 

AGT GAA TTC GCG CGC TTA ATT GCT CGT GAC AT 
Nr. 25 (Position 647 - 666) 

AGT GAA TTC TCT AGA AGG TCA ACC GGA ATT TC 

Die 4 Tripletts "Vorspann" sind EcoRI-spaltbare Oligonukleotldlinker. 

Ein Intron befindet sich zwischen Position 236 bis 417 (182 bp), so dafl bei AmpHfikation der DNA mit 
dem Amplimerenpaar Nr.24 / Nr.26 eirTe Bande von 544 bp nachweisbar 1st. 

Bet Amplifikation der RNA, also nach Vorschaltung eines Schritts mit reverser Transkription der 
gespleiflten mRNA. wird zusStzlich eine Bande von 362 bp nachgewlesen. 



Belspiel 4b: Auswahl der Amplimere fOr HPV 16 

1 ACTACAATAA TTCATGTATA AAACTAAGGG CGTAACCGAA ATCGGTTGAA 

51 CCGAAACCGG TTAGTATAAA AGCAGACATT TTATGCACCA AAAGAGAACT 

101 GCAATGTTTC AGGACCCACA GGAGCGACCC AGAAAGTTAC CACAGTTATG £6 

151 CACAGAGCTG CAAACAACTA TACATGATAT AATATTAGAA TGTGTGT ACT 

201 GCAAGCAACA GTTACTG CGA CGTG AGGTA T ATGACTTTGC TTTTCGGGAT 

251 TTATGCATAG TATATAGAGA TGGGAATCCA TATGCTGTAT GTGATAAATG 

301 TTTAAAGTTT TATTCTAAAA TTAGTGAGTA TAGACATTAT TGTTATAGTT 

351 TGTATGGAAC AACATTAGAA CAGCAATACA ACAAACCGTT GTGTGATTTG 

401 TTAATT^GGT GTATTAACTG TCAAAAGCCA CTGTGTCCTG AAGAAAAGCA 

• « « 

451 AAGACATCTG GACAAAAAGC AAAGATTCCA TAATATAAGG GGTCGGTGGA 
501 CCGGTCGATG TATGTCTTGT TGCAGATCAT CAAGAACACG TAGAGAAACC 
551 CAGCTGTAAT CATGCATGGA GATACACCTA CATTGCATGA ATATATGTTA £7 
601 GATTTGCAAC CAGAGACAAC TGATCTCTAC TGTTATGAGC AATTAAATGA 
651 CAGCTCA GAG GAGGAGGATG AAATAGAT GG TCCAGCTGGA CAAGCAGAAC 
701 CGGACAGAGC CCATTACAAT ATTGTAACCT TTTGTTGCAA GTGTGACTCT 
751 ACGCTTCGGT TGTGCGTACA AAGCACACAC GTAGACATTC GTACTTTGGA 
801 AGACCTGTTA ATGGGCACAC TAGGAATTGT. GTGCCCCATC TGTTCTCAGA 
851 AACCATAATC XACCATGGCT GATCCTGCAG GTACCAATGG GGAAGAGGGT 
901 ACGGGATGTA ATGGATGGTT TTATGTAGAG GCTGTAGTGG AAAAAAAAAC 
951 AGGGGATGCT ATATCAGATG ACGAGAACGA AAATGACAGT GATACAGGTG 

Amplimer-Positionen sInd unterstrichen. 
E6*-Spleiflsequenzen sind gepunktet und unterstrichen. 

Amplimer-Sequenzen: 

Nr. 21 (Position 198-207) 

AGT GAA TTC AGT ACT GCA AGC AAC AGT TAC TG 
Nr. 22 (Position 601 - 620) 

AGT GAA TTC AAC GTT GTC TCT GGT TGC AAA TC 
Nr. 23 (Position 658 • 677) 

AGT GAA TTC AGA TCT ATT TCA TCC TCC TCC TC 
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Die 4 Tripletts "Vorspann" jeweils sind EcoRI-spaltbare Oligonukleotidlinker 

Die Introns befinden sich etwa be! Position 225 bis 410 (186 bp) und bei 254 bis 524 (270 bp). Bei 
Amplifikation der ONA mit dem Amplimerenpaar Nr.21 / Nr. 22 wird eine Bande von 447 bp nachweisbar. 
bei Amplifikation der RNA. aiso nach Vorschaltung eines Schritts mit reverser Transkription der gespleiflten 
mRNA, werden zusatziich Banden von etwa 261 und 177 bp nachgewiesen. 

Legends zu Rg. 1: Offene Leseralimen von HPV 18 (Ahnlich ist HPV 16 aufgebaut). 

Legends zu Rg. 2: Graphische Darstellung der E6/E7 Region von HPV 18 

a) DNA-Organisation 

b) E6/E7 mRNA von 3.4 kb 

c) gespleiflte mRNA fOr E6" von 1.6 kb 

Legende zu Rg. 3: Graphische Darstellung der E6/E7 Region von HPV 16 

a) DNA-Organisation 

b) E6/E7 mRNA von 4.5 kb 

c) gespleiBte mRNA fOr E6* von 2.3 kb 

d) kleinere gespleifite mRNA von etwa 1.5 kb 

Legende zu Rg. 4: Amplimer-Positionen und Spleifl-Stellen in amplifizierten HPV 18 DNA Segmenten 

a) E6/E7 Teil des HPV 18-Genoms 

b) Position der Amplimere 24, 25 und 26. 

c) GroCe des amplifizierten DNA-Stucks bzw. der unprozessierten mRNA. 

d) Grofie der amplifizierten cDNA der gespieiflten E6" RNA, 

Legende zu Rg. 5: Amplimer-Positionen und Spleifl-Stellen in amplifizierten Segmenten von HPV 16 

DNA 

a) E6/E7 Teil des HPV 16-Genoms 

b) Position der Amplimere 21 . 22 und 23. 

0) GroBe des amplifizierten DNA-Stucks bzw. der unprozessierten mRNA. 

d) Grdfie der amplifizierten cDNA der gespleifiten E6* RNA 

e) Gr60e der kleineren mRNA Bande. die durch Smotkin u. Wettstein, Proc. Natl. Acad. Sci (USA) 
83. 4680 (1986) identifiziert wurde. 

Anspriiche 

1 . Verfahren zum direkten Nachweis der Anwesenheit und Expression von HPV mittels Polymeraseket- 
tenreaktion (PGR), 

a) unter Bnsatz von Deoxynukleotidtriphosphatkonzentrationen gr6fier als 0.2 mM und Amplimerkon- 
zentrationen grower als 0.5 uM 

b) mit Zykluszelten von 1 bis 2 Minuten 

c) bei 2 Temperaturen von 70* C-95* C und 50* C-70* C 

d) Start der PGR oberhalb der Schmelztemperatur 

e) mit direktem Nachweis speziftscher DNA-Fragmente durch Farbung nach Agarose-Gel-Elektropho- 

rese ^ ^ 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, dafl die Temperaturen 89* C und 63 C 

gewahit werden. 

3. Verfahren nach Anspmch 1 Oder 2. dadurch gekennzeichnet. daB die Nukleinsaurefreisetzung durch 
Beschallung der Zellprobe erfolgt. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2. dadurch gekennzeichnet. 6aB die PGR bei Zugabe von bis zu 
20% v/v Dimethyisulfoxid durchgefUhrt wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 1. 2 Oder 3, dadurch gekennzeichnet. 6aB der PGR eine Reaktion mit 
reverser Transkriptase vorgeschaltet Ist. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet. da0 Amplimere eingesetzt werden, die eine 
SpleiBsequenz uberdecken. 

7. Reagenzkombination, die Amplimere nach Anspruch 6 enthalt. 

8. Verfahren zum Nachweis gesplelBter mRNA, dadurch gekennzeichnet. daB der PGR ein cDNA- 
Syntheseschritt mit reverser Transkriptase vorgeschaltet wird und Amplimere eingesetzt werden. die eine 
Spleifisequenz Uberdecken. 

9. Reagenzkombination. die Amplimere nach Anspruch 8 enthStt. 

PatentansprQche fOr folgenden Vertragsstaafc ES 
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1 . Verfahren zum direkten Nachweis der Anwesenheit und Expression von HPV mittels Polymeraseket- 
tenreaktion (PGR). 

a) unter Bnsatz von Deoxynukleotidtrjphosphatkonzentrationen grQQer als 0.2 mM und Amplimerkon- 
zentrationen grdl3er als 0.5 uM 
5 b) mit Zykluszeiten von 1 bis 2 Minuten 

c) bei 2 Temperaturen von 70* C-95* C und 50* C-70* C 

d) Start der PGR oberhalb der Schmelztemperatur 

8) mit direktem Nachweis spezifischer DNA-Fragmente durch FSrbung nach Agarose-Gei-Elektropho- 

rese ^ ^ 

JO 2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet dafl die Temperaturen 89 'C und 63 C 

gewahlt^erden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzelchnet, daB die Nukieinsaurefreisetzung durch 
Beschallung der Zeilprobe erfolgt 

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet. dafl die PGR bei Zugabe von bis zu 
;5 20% v/v Dimethylsulfoxid durchgefuhrt wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dafl der PGR eine Reaktion mit 
reverser Transkriptase vorgeschaltet 1st. 

6. Verfahren nach Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet. dafl Amplimere eingesetzt werden, die eine 
Spieiflsequenz Uberdecken. 

20 7. Verfahren zum Nachweis gespleiflter mRNA. dadurch gekennzeichnet dafl der PGR ein cDNA- 
Syntheseschritt mit reverser Transkriptase vorgeschaltet wird und Amplimere eingesetzt werden, die eine 
Spieiflsequenz uberdecken. 
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